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(54) Title: NUCLEOTIDE SEQUENCE DETECTION WITH SIGNAL AMPLIFICATION 

(54) Titre: DETECTION D'UNE SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE AVEC AMPLIFICATION DE SIGNAL 

(57) Abstract 

A kit for detecting a nucleotide sequence of interest with signal amplification, containing a labelled nucleotide probe and a reagent 
essentially including a suspension of particles on which at least one series of oligonucleotide units is immobilised. Each of the series of 
oligonucleotide units, which are all identical, includes, at least, a nucleotide sequence hybridizable with said sequence of interest and a 
nucleotide sequence hybridizable with said probe. Said reagent contains more than 10 such oligonucleotide units per particle. The kit is 
particularly useful for diagnosing genetic diseases or determining pathogens such as bacteria, viruses, fungi or parasites. 

(57) Abregg 

Necessaire pour la detection d'une sequence nucleotidique d'interet, avec amplification de signal, contenant une sonde nucleotidique 
marquee et un reactif comprenant essentiellement une suspension de particules sur lesquelbs est immobilisee au moins une serie d'unites 
oUgonucleotidiques, chacune desdites unites oligonucleotidiques de ladite serie, toutes identiques, comprenant, au moins, une sequence 
nucleotidique capable d'hybridation avec ladite sequence d'inttret et une sequence nucleotidique capable d'hybridation avec ladite sonde, 
ledit reactif contenant plus de 10 desdites unites oligonucleotidiques par particule. Application notamment au diagnostic de maladies 
gen&iques ou a la determination d'agents pathogenes tels que bactenes, virus, champignons ou parasites. 
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Detection j'un? sequence nucleotidique 
avec amplification de signal 

La presente invention a pour objet un reactif et un 
5 procede pour la detection d'une sequence nucleotidique dans 
un echantillon. 

II est souvent necessaire de determiner si un gene, 
une partie de gene ou une sequence nucleotidique particuliere 
est present chez un organisme vivant, dans un extrait cellu- 

10 laire ou dans un echantillon biologique. 

La recherche de sequences nucleotidiques specifiques 
est utilisee notamment pour la detection d ' organismes patho- 
genies, la determination de la presence d' alleles ou la detec- 
tion de la presence de lesions dans un genome. Des maladies 

15 genetiques telles que la raaladie de Huntington, la myopathic 
de Duchenne, la phenyl cetonurie et la P-thalassemie peuvent 
etre diagnostiquees par le biais de 1' analyse de l'ADN des 
individus. De plus, le diagnostic ou 1 1 identification de 
virus, de viroides, de bacteries, de champignons ou de para- 

20 sites peut etre realise par des experiences d' hybridation 
avec des sondes nucleiques. 

Differents types de methodes de detection des acides 
nucleiques sont decrits dans la litterature. Ces methodes 
reposent sur les proprietes d ' appariement purine -pyrimidine 

25 des brins complementaires d' acides nucleiques dans les duplex 
ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN . Ce processus d 1 appariement s'ef- 
fectue par 1 1 etablissement de liaisons hydrogene entre les 
bases adenosinethymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de 
l'ADN double brin. Des paires de bases adenosine-uracile 

30 (A-U) peuvent egalement se former par liaisons hydrogene dans 
les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L' appariement de brins d' aci- 
des nucleiques pour la determination de la presence ou de 
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1' absence d'une molecule d'acide nucleique donnee est com- 
munement appelee par "hybridation d'acides nucleiques" ou 
simplement "hybridation". 

Sur la base des proprietes des acides nucleiques. 
5 des techniques ont ete d6velopp6es permettant de mettre en 
evidence et de quantifier, dans un echantillon a analyser, un 
acide nucleique appele cible. Ces techniques, qui sont bien 
connues, peuvent Stre divisees en deux grands groupes : les 
techniques dites de detection directe telles que celle dite 
10 de SOUTHERN et la technique dite "Dot-blot" pour la detection 
d'ADN ou la technique NORTHERN pour la detection d'ARN, et 
les techniques dites indirectes telles que la technique 
sandwich ou " Reverse -Dot " . 

Une des principales difficultes rencontrees lors de 
15 la mise au point d'un test pour detecter une sequence nucleo- 
tidique cible d'interet est le seuil de sensibilite des tne- 
thodes d' hybridation, et diverses methodes ont ete decrites 
afin d'accroitre la puissance de detection de ces techniques 
d' hybridation. Ces methodes dites "d' amplification" peuvent 
20 intervenir a differents stades d'un precede de detection par 
sondes nucleiques. On peut distinguer deux categories : 
1' amplification de cible ou de signal. 

Les techniques d' amplification de cible sont 
connues. Un inconvenient de ces techniques reside dans la 
25 difficulty a quantifier la cible nucleique d'interet apres 
l'6tape d' amplification. 

D'autres approches, concernant 1 'amplification de 
signal, ont ete decrites. Ainsi, les brevets OS-4 731 325 et 
EP-0 225 807 decrivent des techniques utilisant une pluralite 
30 de sondes de detection pouvant s'hybrider sur la cible. Dans 
beaucoup de cas (necessite de difffirencier des especes pro- 
ches en bacteriologie ou mise en evidence de maladies gen6- 
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tiques), il n' st pas possible d'utiliser cette technique car 
une seule sequence specifique sur la cible est utilisable 
pour hybrider une sonde de detection. 

Cercaines techniques decrites consistent a augmenter 
5 le nombre des traceurs, c'est-a-dire de molecules capables de 
g6nerer un signal, directement ou indirecteraent , sur la sonde 
de detection. Le traceur peut notairanent etre une biotine, un 
fluorophore, une en2yme ou un groupement radioactif . La sonde 
de detection est greffee a un polymere, qui peut etre de 

10 nature nucleotidique, sur lequel sont fixes, le plus souvent 
par covalence, un nombre de traceurs superieur a deux (voir 
par exemple US-4 687 732, EP-0 373 956, WO-88/02784, 
WO-90/00622, EP-0 292 128, WO-B9/03849 et EP-0 173 339) . 

L'un des inconv^nients de ces techniques reside dans 

15 la necessity de realiser un couplage contrfile entre la sonde 
et le nombre de traceurs. Ce double couplage n'est pas aise a 
maitriser pour avoir un maximum de traceurs pour une sonde de 
detection. Des systemes ou le traceur est incorpor6 de 
maniere controlee, par exemple au cours de la synthese auto- 

20 matique d'oligod6soxyribonucleotides, ont §t6 decrits (Pieles 
U. et al., Nucleic Acids Research, 18, 4355-4360 (1990) ou 
Misiura K. et al., Nucleic Acids Research, 18, 4345-4354 
(1990)). Mais dans ce cas, le nombre de traceurs incorpores 
est faible en raison des limitations inherentes a la synthese 

25 sur support solide. De plus, lorsque le nombre de traceurs 
augmente, la sonde de detection est facilement masquee par 
les traceurs et le rendement d' hybridation diminue. 

Ces memes inconvenients se retrouvent dans le sys- 
teme decrit dans le brevet US-4 882 269. Une sonde dite pri- 

30 maire de nature nucl6otidique comportant une queue de type 
polymere quelconque s'hybride sur la cible. Cette queue peut 
porter un traceur revelable par une sonde secondaire adaptee. 
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Dans le cas oti la queue est de nature nucleotidique, la sonde' 
secondaire est de nature nucleotidique et peut s'hybrider 
avec la queue. Pour que le systeme fonctionne, il faut une 
queue nucleotidique de grande taille, de sequence differente 
5 de la sonde primaire, et il faut multiplier les sondes secon- 
daires marquees. Cela est realise en pratique par des techni- 
ques de biologie moleculaire ou la sonde primaire est clonee 
dans un phage et les sondes secondaires sont complementaires 
de differentes sequences du phage. 
10 Un autre systeme est decrit dans le brevet 

EP-0 153 873, dans lequel une partie d'une sonde nucleique 
dite primaire s'hybride avec la cible. Cette sonde primaire 
comprend une deuxieme partie sur laquelle peut s'hybrider une 
deuxieme sonde multimarquee dite secondaire. Dans la realisa- 
15 tion pratique, ces sondes primaires sont fabriquees par des 
techniques de biologie moleculaire comme le clonage (par 
exemple clonage d'une sequence specif ique de la cible dans un 
fragment de phage M13) qui sont peu adaptees a des processus 
de fabrication a grande echelle. 
20 Le document EP-0 204 510 decrit un proc6de dans le- 

quel la cible nucleique est mise en contact avec une premiere 
sonde appelee sonde receptrice, une deuxieme sonde appelee 
sonde amplif icatrice et une troisieme sonde, appelee sonde 
marquee, capable de s'hybrider avec la deuxieme sonde ampli- 
25 f icatrice. La sonde receptrice qui s'hybride avec la cible 
possede une queue nucleotidique homopolymere (par exemple 
polyA) . La sonde amplif icatrice contient Une sequence comple- 
mentaire de la queue (par exemple polyT) . La sonde de mar- 
quage contient une sequence nucleotidique capable de 
30 s'hybrider avec la sonde amplif icatrice (par exemple polyA 
marquee) . Cette combinaison de sondeB const itue un empilement 
conduisant a une amplification de signal. Un autre type 
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d'empilement est decrit dans le brevet EP-0 450 594. Dans ces 
deux cas, les empilements qui se produisent dans le milieu 
d' hybridation ne sont pas contr616s et conduisent a une 
mauvaise reproducibility et done a des problemes de quanti- 
5 fication. De plus la multiplication d'etapes successives 
d' hybridation entraine des pertes qui entrainent un gain me- 
diocre en amplification de signal. 

Dans le brevet FR-2 710 075, on a decrit 1' utilisa- 
tion d'un copolymere sur lequel sont greffSes plusieurs 

10 unites oligonucleotidiques complementaires d'une sonde de 
detection marquee et aussi complementaires de la cible. 
Cependant, les polymeres ont tendance a former des agregats 
nuisant a 1 1 homogeneity des r6sultats. 

On a maintenant trouve un systeme de detection ne 

15 presentant pas les inconvenients precites. 

L' invention a pour objet un n£cessaire (encore ap- 
pele "kit") pour la detection d'une sequence nucleotidique 
d'intSret a l'aide d'une sonde nucleotidique marquee, avec 
amplification de signal, caracteris6 par le fait qu'il con- 

20 tient, dans des conteneurs appropries, ladite sonde nucleoti- 
dique, marquee avec un traceur, et un reactif comprenant 
essentiellement une suspension de particules sur lesquelles 
est immobilisee au moins une serie d' unites oligonucleotidi- 
ques, chacune desdites unites oligonucleotidiques de ladite 

25 s6rie, toutes identiques, comprenant, au moins, une sequence 
nucleotidique capable d' hybridation avec ladite sequence 
d'interet et une sequence nucleotidique capable d' hybridation 
avec ladite sonde, ledit reactif contenant plus de 10, et en 
particulier plus de 50, desdites unites oligonucleotidiques 

30 de ladite serie par particule. 

Bien entendu, le nombre d 1 unites nucl§otidiques 
donn6 ici est un nombre moyen d 1 unites nucleotidiques par 
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particule. 

Par exemple, le reactif utilise dans le kit de 1 ' in- 
vention peut comprendre. en moyenne, de 100 a 1000 desdites 
unites oligonucleotidiques d'une meme serie par particule. 

5 La suspension de particules est egalement appelee 

"latex". On appelle ici latex une suspension de particules de 
polymere, naturel ou synthetique, dans un milieu liquide, 
notamment un milieu aqueux, les particules 6tant insolubles 
dans ledit milieu et ayant des dimensions inferieures a 

10 10 jim. 

Les particules du latex utilisables dans la realisa- 
tion du reactif peuvent etre des produits commerciaux ou 
peuvent etre preparees de facon connue, notamment par polyme- 
risation en emulsion, en suspension, en dispersion, ou par 
15 precipitation ; voir par exemple R. Arshady, Colloid Polym. 
Sci. 270:717-732 (1992) et le brevet FR-2 676 451. Ces parti- 
cules peuvent porter des fonctions reactives telles que par 
exemple des groupements thiol, amine ou carbonyle (notamment 
aldehyde) ; des groupements acide carboxylique , des groupe- 
20 ments acide carboxylique actives, notamment sous forme de 
chlorure d' acide. d- anhydride, d- anhydride mixte, d' ester 
(ester de N - hydroxy succinimide, ester de p-nitrophenyle, 
etc.) des groupements hydroxyle et leurs derives 

(tosylates, mesylates, etc.) ; des groupements halogenes ; 
25 des doubles liaisons activees (par exemple divinylsulfone ; 
des groupements carbonyle o,p-insatures, etc.). Le materiau 
polymere constituant les particules peut etre issu notamment 
de monomeres choisis parmi les derives de type vinylique tels 
que le styrene, les derives acryliques (acides acrylique et 
30 methacrylique, acrylamides et methacrylamides , esters acryli- 
ques et methacryliques) . les alcools, esters et ethers viny- 
liques, etc. ) - 
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Les particules, qui sont de preference de taille 
homogene, one par exemple des dimensions pouvant aller de 
50 nm a 5 urn, et en particulier de 100 a 1000 nm. 

Le terme "unite oligonucieotidique" tel qu' utilise 
5 dans la presente demande, designe un oligonucleotide consti- 
tu€ par un enchainement d'au moins 5 desoxyribonucl^otides ou 
ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un nucleo- 
tide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant 
une base modifi6e telle que l'inosine, la methyl - 

10 5-d6soxycytidine, la dimethylamino-5-d§soxyuridine, la 
desoxyuridine, la diamino-2, 6 -purine, la bromo-5-desoxyuri- 
dine ou toute autre base modified permettant 1 'hybridation. 
Cet oligonucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la 
liaison internucieotidique comme par exemple les phosphoro- 

15 thioates, les H-phosphonates, les alkyl-phosphonates, au 
niveau du squelette comme par exemple les a-oligonucieotides 
(FR-2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. 
Soc, (1992), 114, 1B95-1897) . Ces diverses modifications 
peuvent Eventuellement etre prises en combinaison. 

20 La sequence d'intiret est notamment une sequence 

nucleotidique simple brin, eventuellement obtenue par denatu- 
ration prealable d'un hybride (ADN-ADN, ADN-ARN ou ARN-ARN) 
selon les techniques classiques (physiques, chimiques ou 
enzymatiques) . Le systdme d' amplification de signal de l'in- 

25 vention peut egalement servir a la detection d'une sequence 
double brin, en operant selon la technique de la triple 
helice a laquelle il peut s'appliquer. 

Les traceurs utilises pour marquer la sonde de de- 
tection sont choisis parmi les traceurs usuels. Ce sont par 

30 exemple : 

- des enzymes qui sont aptes a produire un signal 
detectable par exemple par colorime'trie , fluorescence, ou lu- 
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minescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase 
alcaline, la p-galactosidase, la glucose- 6 -phosphate dehy- 
drogenase, etc. ; 

- des chromophores comme les composes f luorescents, 
luminescents, colorants ; 

- des groupements a densite electronique detectable 
par microscopie electronique ou par leurs propriet6s electri- 
ques comme la conductivity 1 'amperometrie, la voltametrie, 
ou les mesures d' impedance ; 

- des groupements detectables par des methodes opti- 
ques (comme la diffraction, la resonance plasmon de surface, 
la variation d' angle de contact) ou par des methodes physi- 
ques comme la spectroscopic de force atomique, l'effet 
tunnel ; 

- des molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou 

le . 

Les methodes covalentes ou non covalentes pour 
attacher ces traceurs dependent du type de traceur et sont 
bien connues . 

Des systemes indirects peuvent aussi etre utilises, 
par exeraple, ceux comprenant les haptenes, detectables par un 
anticorps specif ique, ou une proteine comme le couple 
biotine-avidine ou biotine-streptavidine, ou encore un couple 
e/lectine. Dans ce cas c'est 1' anticorps ou la proteine 



sucre/ 



qui porte un traceur. 

Les acides nucleiques hybrides de type ADN/ADN, 
ARN/ARN, ADN/ARN, peuvent etre detectes par des anticorps 
antihybrides, ou par des proteines specif iques comme les 
polymerases phagiques . 

Si la sonde de detection est constitute de nucleoti- 
des modifies comme les nucleotides d'anomerie alpha ou les 
PNA (P.E NIELSEN et al . , Science. 254,1497-1500 (1991)), des 
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anticorps ant i-alphanucleot ides ou anti-PNA peuvent etre uti- 
lises. 

Selon un premier mode de realisation, le reactif 
utilise selon 1 ' invention est caracterist par le fait que, 
5 dans une meme unite oligonucleotidique, lesdites sequences 
capables d ' hybridation sont distinctes et non chevauchantes . 
Dans un tel cas, la sequence de la sonde marquee peut etre 
choisie arbitrairement, et ladite sequence oligonucleotidique 
capable d' hybridation avec la sonde est alors une sequence 

10 complement a ire de celle de la sonde. 

Dans un systeme utilisant un tel reactif, la sonde 
marquee peut done etre utilisee comme sonde de detection uni- 
verselle. En outre, un tel systeme convient plus particulie- 
rement pour effectuer la detection en une seule etape, notam- 

15 ment sans lavage (s) intermediaire (s) . 

Dans un autre mode de rialisation, le reactif uti- 
lise selon 1' invention est caractSrise par le fait que dans 
une mime unite oligonucleotidique, l'une desdites sequences 
capables d ' hybridation est incluse dans 1' autre. Autrement 

20 dit, l'une desdites sequences est constitute par une partie 
de 1' autre sequence, ou bien, a la limite, les deux sequences 
sont confondues (elles sont identiques) et, en fait, n'en 
font qu'une, dans 1' unite oligonucleotidique. Dans ce mode de 
realisation, la sonde marquee doit evidemment etre adaptee a 

25 la cible (sequence d'interet) : ou bien la sonde est identi- 
que £ la sequence d'interet, ou bien la sonde doit au moins 
etre homologue de la sequence d'interet, e'est-a-dire etre 
capable de s'hybrider avec la sequence complementaire de la 
sfequence d'interet. 

30 Generalement , le reactif utilise selon 1' invention 

contient quelques centaines d' unites oligonucleotidiques 
d'une meme serie (toutes identiques), notamment de 100 a 1000 
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unites oligonucleotidiques, telles que definies ci-dessus, 
par particule. Ce reactif est egalement appele ici "conjugue 1 
de detection" . 

Les unites oligonucleotidiques presentes dans le 
5 reactif d' amplification de 1' invention sont generalement des 
oligonucleotides ayant une longueur de 5 a 100 nucleotides et 
en particulier de 10 a 40 nucleotides. 

Les unites oligonucleotidiques sont immobilisees sur 
les particules du latex selon les methodes connues, par exem- 
10 pie par adsorption, par interaction hydrophobe, par interac- 
tion ionique, ou par etablissement de liaisons hydrogene, ou 
encore par couplage de facon a etablir une liaison covalente 
avec les particules, eventuellement par 1 ' intermediate d'un 
bras espaceur. 

15 Le couplage d' unites oligonucleotidiques avec les 

particules du latex peut etre effectue selon l'une des metho- 
des suivantes. Par exemple, dans le cas d'une mSthode di- 
recte, on synthetise un oligonucleotide ayant une fonction 
reactive a un endroit quelconque de la chaine nucleotidique, 

20 comme par exemple a l'extremite 5' ou a l-extr6mite 3 1 , ou 
sur une base nucleotidique ou sur un phosphate internucleoti- 
dique, ou encore sur la position 2' du sucre nucleotidique. 
L 1 oligonucleotide est ensuite couple aux particules du latex 
preparees au prealable et comportant une fonction reactive 

25 complementaire de celle de 1 ' oligonucleotide, c'est-a-dire 
telle que la reaction des deux fonctions reactives entre 
elles permet 1 ' etablissement d'une liaison covalente entre 
1' oligonucleotide et une particule. A titre d'exemples de 
couples de fonctions reactives, on peut coupler des amines 
30 primaires avec un acide carboxylique active, un aldehyde, un 
isocyanate, un isothiocyanate ou une double liaison activee 
par au moins un carbonyle, par une sulfone, par un groupement 
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sulfoxyde ou par un nitrile ; ou bien une fonction thiol avec 
un halogenoalkyle ou avec un derive a double liaison carbone- 
carbone activee. 

Dans une methode de couplage indirect, l'oligonu- 
5 cl€otide et les particules sont chacun porteurs d'une fonc- 
tion reactive, ces fonctions reactives pouvant etre identi- 
ques ou differentes l'une de 1' autre, ces deux fonctions 
n'etant pas complementaires , mais 6tant capables de reagir 
avec un agent intermediate de couplage qui est un reactif 

10 bifonctionnel pouvant eventuellement joue le role de bras 
espaceur. Cet agent est dit homobif onctionnel si les deux 
fonctions sont identiques et heterobif onctionnel si les deux 
fonctions sont differentes. Parmi les agents de couplage 
homobif onctionnels, on peut citer le DITC (phenylene- 

15 l, 4-diisothiocyanate) , le DSS (disuc-cinimidylsuberate) ou 
analogues lorsque les deux fonctions reactives sont des fonc- 
tions amines primaires. Parmi les agents de couplage hetero- 
bif onctionnels , on peut citer le SMCC (succinimidyl-4- 
(N-maleimidomethyl)cyclohexane-l-carboxylate) lorsque les 

20 deux fonctions reactives presentent chacune independamment de 
1' autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le 
SMPB (succinimi-dyl-4- (p-maleimido phenyl) butyrate) ou ana- 
logues . 

Apres le couplage de 1 'oligonucleotide avec les 
25 particules, 1 ' exces eventuel de fonctions reactives sur les 
particules peut etre neutralise, le cas echeant, de facon 
connue en soi. Par exemple, les groupements aldehyde en exces 
peuvent itre neutralises par une amine primaire telle que 
1 1 ethanolamine (et inversement) , les groupements malSimide 
30 peuvent etre neutralises par un thiol (tel que la thioethano- 
lamine ou le dithiothreitol) , etc. 
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On peut immobiliser de la meme facon, sur des parti- 
cules couplees a une premiere s6rie d'unit6s oligonucleotidi- 
ques toutes identiques, au moins une seconde s6rie d' unites 
oligonucleotidiques toutes identiques mais differentes de 

5 celles de la premiere serie. Par exemple, les unites oligonu- 
cleotidiques de la seconde s§rie comprennent une sequence 
nucleotidique capable d- hybridation avec une seconde sequence 
d'interet differente de la sequence d'interet reconnue par 
les unites oligonucleotidiques de la premiere serie. 

10 Li ' invention concerne egalement 1 1 utilisation d'un 

reactif, constitue par le conjugue de detection tel que 
defini precedemment , comme reactif d' amplification de signal 
dans un procSde de detection d'une sequence nucl6otidique 
d'interSt. 

15 La sequence d'interet est soit une sequence de la 

substance cible (celle que l'on veut detecter ef fectivement) , 
soit une sequence liee a la substance cible, soit encore 
(dans des methodes de competition) une sequence liee & un 
analogue de la substance-cible, competiteur de celle-ci. 

20 L' invention concerne notamment un proced§ de detec- 

tion, avec amplification de signal d'une sequence nucleotidi- 
que d'interet susceptible d'etre immobilisee sur un support 
solide, dans lequel on utilise une sonde nucleotidique de de- 
tection marquee avec un traceur, caracterisS par le fait que 

25 l'on ajoute a un milieu liquide en contact avec ledit support 
solide, dans des conditions permettant 1 • hybridation : 

- un reactif tel que defini ci-dessus, 

- et la sonde de detection marquee, 

puis on revele selon les methodes usuelles la presence even- 
30 tuelle du traceur immobilise sur le support solide. 

Le terme "support solide" tel qu' utilise ici inclut 
tous les materiaux sur lesquels peut etre immobilise un oli- 
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gonucleotide pour une utilisation dans des tests diagnosti-' 
ques, en chromatographie d'af finite et dans des processus de 
separation. Des materiaux naturels ou de synthese, modifies 
ou non chimiquement peuvent etre utilises comme support 
5 solide, notamment les polysaccharides tels que les materiaux 
a base de cellulose, par exemple du papier, des derives de 
cellulose tels que 1' acetate de cellulose et la nitrocel- 
lulose, du dextran ,- des polymeres tels que polychlorures de 
vinyle, polyethylenes, polystyrenes, polyacrylates, poly- 

10 amides, ou copolymeres a base de monomeres vinyl aromatiques, 
alkylesters d'acides a-p insatures, esters d'acides carboxy- 
liques insatures, chlorure de vinyl idene, dienes ou composes 
presentant des fonctions nitrile (comme acrylonitrile) ; des 
polymeres de chlorure de vinyle et de propylene ; des polyme- 

15 res de chlorure de vinyle et d' acetate de vinyle ; des copo- 
lymeres a base de styrenes ou derives substitues du styrene ; 
des fibres naturelles telles que le coton et des fibres 
synthetiques telles que le nylon ; des materiaux inorganiques 
tels que la silice, le verre, une ceramique, le quartz. Le 

20 choix d'un materiau de support, dans chaque cas particulier, 
peut etre effectue a partir de simples experiences de rou- 
tine. 

Le support solide utilise dans la presente invention 
est notamment un polymere de polystyrene, un copolymere 

25 butadiene- styrene ou un copolymere butadiene-styrene en 
melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisis 
parmi le polystyrene, les copolymeres styrene-acrylonitrile 
ou styrene-methylmethacrylate de m§thyle, les polypropylenes , 
les polycarbonates ou analogues. Le support solide utilise 

30 est notamment un polystyrene ou un copolymere a base de 
styrene comprenant entre environ 10 et 90 % en poids de 
motifs styrene. 



WO 97/35031 



-14- 



PCT/FR97/00483 



Le support solide utilise peut etre, sous les formes 
usuelles appropriees, par exemple, sous la forme d'une plaque 
de microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un tube, d'un 
puits, de billes ou analogues. 
5 Le procede de 1' invention peut servir a la detection 

et/ou au dosage d'un fragment d'acide nucleique cible suscep- 
tible d'etre present dans un echantillon, notamment dans les 
cas deja mentionnes dans 1 • introduction de la presente de- 
mande : diagnostic de maladies genetiques, identifications 
10 d' agents pathogenes tels que bacteries, virus, champignons, 
ou parasites, etc. La sequence nucleotidique d'interet est 
une partie d6terminee de la sequence nucleotidique de la 
cible, qui peut etre choisie, notamment, corame moyen de 
caracterisation d'une espece, d'un genre, d'un allele ou ana- 
15 logues. La sequence nucleotidique d'interet est fixee sur le 
support solide directement ou indirectement par l'interme- 
diaire d'un ligand. Le ligand peut notamment etre une sonde 
de capture choisie pour etre complementaire d'une autre re- 
gion de la cible, selon la technique sandwich, qui est bien 
20 connue. Dans un autre mode de realisation de la technique 
sandwich, la sonde de capture est elle-meme greffee sur un 
copolymere immobilisee ou immobilisable sur le support 
solide, par exemple par adsorption passive, c'est-a-dire sans 
formation d'une liaison covalente entre le support et le 
25 copolymere portant la sonde de capture. Cette methode peut 
contribuer a reduire le bruit de fond. La sequence d'interet 
peut egalement etre fixee directement sur le support solide 
par 1 ' intermediate de la cible selon la technique -Reverse- 
Dot " . 

30 Le procede de 1' invention est egalement applicable 

aux immunoessais et notamment a la detection d'haptenes, 
d'antigenes, de polypeptides ou d'anticorps, dans des proces- 
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sus avec ou sans competition. Par exemple, un oligonucleotide' 
peut etre greffe, par liaison covalente de preference, a un 
ligand susceptible de reagir specif iquement avec une molecule 
cible. Cet oligonucleotide joue alors le role de la "sequence 

5 d'interet". Dans les techniques de competition, l'oligonu- 
cleotide peut etre greffe, de preference par covalence, a un 
ligand, ledit ligand etant susceptible d'entrer en competi- 
tion avec la cible pour sa fixation a un anti- ligand specif i - 
que. Les techniques de couplage entre un ligand et l'oligonu- 

10 cleotide dependent de la nature du ligand et sont bien 
connues. II est evidemment necessaire de choisir une methode 
de couplage qui n'altere pas la capacite du ligand a recon- 
naitre 1 'anti- ligand, ce qui peut etre facilement verifie par 
de simples experiences de routine. 

15 Le terme "anticorps" designe notamment les anticorps 

raonoclonaux ou polyclonaux, les fragments d' anticorps et les 
anticorps obtenus par recombinaison gSnetique. 

Le terme "haptene" designe une molecule de taille 
insuffisante pour etre immunogene, mais qui par couplage avec 

20 une proteine, par exemple, permet par immunisation d'animaux 
l'obtention d 1 anticorps reconnaissant ladite molecule. 

A titre illustratif, si la cible a doser est un 
antigene, la sequence d'int6r§t (c 1 est-a-dire 1 1 oligonucleo- 
tide) est greffee sur un anticorps specif ique de 1' antigene. 

25 Cet anticorps, apres r6action avec 1' antigene, peut reagir 
par 1 1 intermediaire de la sequence d'interet pour former un 
complexe avec le reactif oligonucleotides -latex. L'unite oli- 
gonucleotidique greffee sur les particules de latex comprend 
une sequence compiementaire d'au moins une partie de la 

30 sequence d'interet. Avec une sonde de detection marquee, on 
peut ainsi r6v61er 1' antigene avec une bonne sensibilite. 
grace a 1 1 amplification du signal. 
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Si L' unit6 oligonucleotidique du reactif comprend 
une sequence specif ique de la sequence d'interet et une autre 
sequence, cette autre sequence sera complementaire de la 
sequence, arbitraire, de la sonde. Une reduction du nombre 
5 d'etapes est possible en utilisant un tampon approprie per- 
tnettant a la fois la reaction du ligand sur 1 ' anti-ligand et 
1' hybridation des sequences nucleotidiques entre elles. Un 
essai en une etape est realisable, l'anticorps etant greffe a 
la sequence d'interet, le reactif de detection latex- 
10 oligonucleotides et la sonde de detection reagissant pendant 
la meme incubation. 

Dans le dessin annexe, la figure unique est un 
graphe representant la variation du signal avec amplification 
(-♦-) et sans amplification (-□-) dans 1' essai decrit a 
15 l'exemple 2 ci-apres-. En abscisse est portee la quantity de 
copies d'ADN cible, exprimee en puissances de 10, et en 
ordonnee le signal exprime en unites relatives de fluores- 
cence (URF) . 

Les exemples suivants illustrent 1' invention. Dans 
20 ces exemples, les sequences nucleotidiques utilisees sont les 
suivantes : 

- sequence 3059 : 

TCAATCTCGGGAATCTCAATGTTAG 

- sequence 2908 : 

25 AACGCTACTACTATTAG 

- sequence 3057 : 

CTACTAATAGTAGTAGCGTT 
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EXEMPLES 

Bxeuple 1 : Couplacre d'un 1 'oligonucleotide 
avec des particules de latex 

5 

On effectue prealablement une activation de 1' oligo- 
nucleotide 2 908 avec du phenylene-diisothiocyanate dans les 
conditions suivantes : 30 nanomoles d 1 oligonucleotide sont 
mis en solution dans 25 (il de tampon borate de sodium 0,1 M 

10 pH 9.3 auquel on ajoute 60 fil d'une solution de phenylene- 
diisothiocyanate (DITC) dans le dimethyl -formamide a 30 g/L. 
Apres 2 heures d' incubation a 37°C, on extrait par le butanol 
le DITC n'ayant pas reagi, puis on recueille la phase aqueuse 
et l'evapore a sec sous pression reduite. On obtient ainsi 

15 1' oligonucleotide 2908 active^ 

Dans un tampon carbonate de sodium 0,1 M, pH 9,3 
contenant 1 ' oligonucleotide 2908 active, on ajoute un latex, 
de facon a obtenir une suspension contenant l % en poids de 
particules et 100 fig d' oligonucleotide 2 908 par ml. 

20 Le latex a et6 obtenu de facon analogue a celle 

decrite dans l'exemple a du brevet FR-2 676 451, au depart 
d'un melange de styrene et de chlorhydrate d ' aminomfithyl sty- 
rene, contenant 1 % en poids de ce dernier (qui est lui-meme 
un melange 60:40, en moles, des isomeres para et raeta) . Les 

25 particules ont des dimensions moyennes de l'ordre de 43 0 nm. 

Apres 15 heures sous agitation, on soumet a une cen- 
trifugation et le culot de centrif ugation est repris dans un 
tampon glycine 0,1 M NaCl 0,15 M, pH 8,2. 

Le rendement de couplage est determine en dosant (en 

30 UV a 280 nm) la quantite d'oligonuclSotides r6siduels dans le 
surnageant apres centrif ugation du latex. Ce rendement est de 
l'ordre de 70 %. 
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EXEMPLE 2 : 

Detection d'un fragment d'acide nucleique du virus 

5 de 1' hepatite B par protocole sandwich sur automate VIDAS en 
utilisant pour la detection des oligonucleotides coupl6s a 
des particules de latex, obtenus a l'exemple 1 ci-dessus. 

I<e protocole suivant est effectue automat iquement 
sur 1' automate VIDAS® commercialism par la sociSte" 
10 bioMerieux-Vitek. 

La reaction est conduite dans un support conique 
appele SPR ("Solid Phase Receptacle"), realise a partir d'un 
mat6riau vendu sous la denomination "K r§sine" (copolymSre 
butadiene- styrene) et commercialism par la socifitfi 

15 bioMerieux-Vitek (USA) . Les divers reactifs sont dispos6s 
dans les differents puits d'une barrette et les Stapes suc- 
cessives se deroulent dans le SPR qui fait office de pipette. 
La reaction d' hybridation sandwich decrite dans le protocole 
ci-dessous se produit sur la paroi interne du c6ne. 

20 sur la surface interne du SPR, est fix§ passivement 

oligonucleotide 3059 (specif ique de 1 ' ADN du virus de l'hepa- 
tite B) couple a un copolymere (decrit a l'exemple 1 de 
FR-2 710 075) . La concentration utilisee est de 0,15 nmole/ml 
d' oligonucleotides dans un volume de 300 pL d'une solution de 

25 PBS 4x (phosphate de Sodium 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM) . 
Apres 18 heures a temperature ambiante, ou deux heures a 
37 «C, les cones sont laves 2 fois par une solution de PBS 
Tween , puis seches sous vide. 

La barrette contient 1' ensemble des reactifs nSces- 

30 saires a la detection, dans des puits independants , c'est-a- 
dire : 

- puits 2 : 100 |il d'une solution a 0,015 nmoles/ml 



WO 97/35031 



- 19- 



PCT/FR97/00483 



oligonucleotide 2908 lie aux particules de latex, dans un 
tampon PEG (phosphate de sodium 150 mM, NaCl 450 mM, pH 7 
+ ADN de sperme de saumon 0,14 mg/ml (Sigma D 9156) + 20 g/1 
de PEG 4000 (Merck 807490) +6,5 g/1 de Tween 20 (Biorad 170- 
5 6531)). 

- puits 3 : 200 nl d'une solution a 0,045 nmoles/ml 
dans le tampon PEG de la sonde de detection. La sonde de de- 
tection est 1 'oligonucleotide 3057, couple a la phosphatase 
alcaline comme decrit dans WO-91/19812. 

10 - puits 4 et 5 : 2 fois 600 /il de solution de lavage 

PBS Tween, 

- puits 6 : 300 /il de substrat MOP (methyl -4 
umbelliferyl phosphate) en solution dans un tampon di6thano- 
1 amine . 

IS Dans le premier puits (puits l) de la barrette, sont 

deposes 200 nl de la solution de cible dans un tampon PEG. 
Apres melange, reconstitue dans le puits 2, de la cible 
(110 nl du puits 1) , de la sonde de detection et du conjugue 
oligonucleotide -latex pour 1 ' amplification (110 /il du puits 

20 3), et incubation pendant 45 minutes du cone contenant ledit 
melange, le cone est lave 2 fois par une solution de PBS 
Tween. 250 fil de substrat sont aspires dans le cone pendant 
15 minutes, puis relaches dans une cuvette de lecture. L'ap- 
pareil mesure le signal fluorescent exprime en URF (unites 

25 relatives de fluorescence) . 

A titre de comparaison, on a realise un essai analo- 
gue, mais en omettant 1' addition du conjugue 2908-latex dans 
le puits n° 2. 

Les resultats sont representes a la figure 1. 
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REVEND1 CAT IONS 



1. N6cessaire pour la detection d'une sequence nu- 
cleotidique d'interet a l'aide d'une sonde nucl6otidique mar- 
quee, avec amplification de signal, caracterise par le fait 
qu'il contient, dans des conteneurs appropries, ladite sonde 
nucleotidique, marquee avec un traceur, et un reactif compre- 
nant essentiellement une suspension de particules sur les- 
quelles est immobilisee au moins une serie d' unites oligonu- 
cleotidiques, chacune desdites unites oligonucleotidiques de 
ladite serie, toutes identiques, comprenant, au moins, une 
sequence nucleotidique capable d' hybridation avec ladite 
sequence d'interet et une sequence nucleotidique capable 
d' hybridation avec ladite sonde, ledit reactif contenant plus 
de 10 desdites unites oligonucleotidiques de ladite serie par 
particule. 

2. Necessaire selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que, dans une meme unite oligonucleotidique. les- 
dites sequences capables d' hybridation sont distinctes et non 
chevauchantes . 

3. Necessaire selon la revendication 1, caract6rise 
par le fait que, dans une meme unite oligonucleotidique, 
l'une desdites sequences capables d- hybridation est incluse 
dans 1' autre. 

4. Necessaire selon la revendication 3, caracterise 
par le fait que, dans une meme unite oligonucl€otidique, les- 
dites sequences capables d 1 hybridation sont identiques. 

5. Necessaire selon l'une quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise par le fait que ledit reactif 

I contient en moyenne de 100 a 1000 desdites unites oligonu- 
cleotidiques par particule. 
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6. N6cessaire selon l'une quelconque des revendica- 
tions precedences, caracterise par le fait que lesdites 
particules ont des dimensions inferieures a 10 pm. 

7. N6cessaire selon la revendication 6, caractSrise 
5 par le fait que lesdites particules ont des dimensions 

pouvant aller de 50 nm a 5 /im et en particulier de 100 nm a 
1000 nm. 

8. Proced6 de detection, avec amplification de 
signal, d'une sequence nucleotidique d'int6ret susceptible 

10 d'etre immobilisee sur un support solide, dans lequel on 
utilise une sonde nucleotidique de detection marquee avec un 
traceur, caractSrise par le fait que l'on ajoute a un milieu 
liquide en contact avec ledit support solide, dans des 
conditions permettant 1 'hybridation : 

15 - un reactif tel que d§fini dans l'une quelcon- 

que des revendications precedentes, 

- et la sonde de detection marquee, puis on 
revele selon les methodes usuelles la presence eventuelle du 
traceur immobilise' sur le support solide. 

20 9. Proced6 selon la revendication prec6dente, 

caracterise par le fait que l'on ajoute le reactif et la 
sonde simul tenement, c'est-a-dire sans §tape de lavage inter- 
mediate. 

10. Utilisation d'un reactif tel que d§fini dans 
25 l'une quelconque des revendications 1 a 7, comme rSactif 
d' amplification de signal dans un proc§de de detection d'une 
sequence nucleotidique d'intiret. 
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